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川 株 夫 对 菜 青虫 体内 几 种 酶 系 活性 的 影响 
来 兴 ”处 善 交 


(西北 农业 大 学 ;杨陵 712100) (华南 农业 大 学 ,广州 510642》 


擅 要 ”用 川 栋 尝 处理 菜 冰 虫 Pieris rapae 工 . 五 龄 前 期 幼虫 。 对 其 体内 几 种 重要 酶 系 的 活性 作 了 测 
定 。 结 果 表 明 , 取 食 川 栋 索 后 的 幼虫 中 肠 组 织 中 微粒 体 多 功能 气 化 酶 活性 明显 被 抑制 ;蛋白 酶 活性 也 受到 一 
定 程度 的 抑制 ;对 淀粉 酶 脂肪 醇 及 乙酰 胆 奏 酯 酶 活性 均 无 明显 影响 。 柄 酶 总 活性 降低 ， 但 电泳 分 析 结 果 青 
明 亦 有 个 别 酶 带 得 到 加 强 。 注 射 川 栋 案 于 血 腔 后 , 试 虫 中 肠 醋 酶 活性 下 降 , 但 血 淋 巴 中 柄 酶 活 性 却 天 高 ， 电 
泳 图 谱 亦 般 有 不 同 ? 故 有 必要 对 酯 酶 同 功 酶 作 详细 了 研究。 通过 测定 可 以 看 出 ? 川 标 素 对 菜 青 虫 体内 解毒 酶 系 
的 影响 可 能 是 引致 中 琶 的 一 个 重 要 因素 

关键 词 ” 菜 次 虫 。” 川 椒 索 ”微粒 体 多 功能 氢化 酶 。 酯 酶 。 消化 酶 。 乙酰 胆 奏 酯 醇 


川 棣 索 《Toosendanin) 是 一 种 三 莫 烯 类 物质 。 赵 善 欢 和 张 兴 (1987) 对 其 医用 及 杀 
虫 等 方面 的 研究 情况 曾 作 过 详细 综述 。 关 于 川 栋 索 杀 虫 作用 的 研究 结果 初步 表明 ， 其 对 
多 种 农业 害虫 表现 出 一 定 的 生物 活性 ( 赵 善 次 和 张 兴 ,19823; 张 兴 和 赵 善 欢 ,1983; 赵 善 欢 
等 ,1985)。 特 别 是 对 蔬菜 上 的 主要 害虫 一 一 菜 青 虫 Pieris rapae L， 从 室内 生物 测定 到 
田间 小 区 试验 均 表 现 出 明显 的 防治 效果 ( 赵 善 欢 等 ,19853; 张 兴 ;1989) ,在 应 用 于 “无 污染 ” 
蔬菜 生产 中 的 害虫 防治 具有 广 阅 的 前 景 。 川 本 e 索 对 昆虫 的 拒食 作用 机 理 已 有 报道 〈 施 玉 
梁 等 ,1986), 但 对 其 毒 杀机 理 还 没有 较 系统 的 研究 。 我 们 曾 以 菜 青 虫 幼虫 为 试 虫 , 从 症状 
学 ` 组 织 学 及 生理 生化 指标 等 方面 作 了 初步 探讨 ,这 里 报道 川 杯 素 对 菜 青 虫 幼虫 体内 几 种 
主要 酶 系 活 性 的 影响 。 

材料 和 和 方法 

一 、 川 棣 索 纯 品 ( 色 谱 纯 ) ”由 天 津南 开 大 学 有 机 化 学 元 素 所 提供 。 

二 、 试 虫 “ 从 田间 采 回 菜 青 虫 幼虫 ,在 室内 用 其 蓝 叶 饲养 一 天 以 上 。 试验 时 选用 发 
育 正 常 的 五 龄 前 期 幼虫 , 饥 俄 2 一 3 小 时 后 供 试 。 试 验 中 均 用 上 甘蓝 时 作为 饲料 。 

三 、 多 功能 氧化 酶 环 级 化 作用 测定 ”用 定 县 点 滴 川 杯 索 〈1.75.2.5.5ug/ 头 ， 对 照 组 - 
只 反 和 川 栋 素 溶液 等 量 的 丙酮 溶剂 ) 的 叶 碟 单独 饲 喂 试 虫 , 吃 完 后 记 时 并 喂 以 正常 饲料 。 
定时 解剖 试 下 制 取 酶 液 ( 将 死亡 虫 体 或 严重 昏迷 而 近 于 死亡 的 虫 体 挑 出 不 用 )。 参照 黄 豪 
欣 (1984) 的 方法 进行 测定 ,以 艾 民 剂 转 化 成 狄 民 判 的 熏 作 为 酶 活性 比 单位 (微微 克 分 子 狄 
民 剂 /下 克 蛋白 /分 钟 )。 

四 、 酯 酶 活性 测定 ”用 点 滴 有 川 杯 索 (34g/ 片 ) 的 叶 矶 (对 照 组 只 用 等 量 丙 酮 ) 饲 眠 
试 虫 ,选用 10 小 时 内 吃 完 者 参 试 并 喂 以 新 鲜 时 片 。 取 各 组 试 虫 ( 死 虫 挑 出 不 用 ) 血 淋巴 及 
中 肠 ( 消 除 肠 内 脏 物 ) 制 成 酶 液 参 照 Asperen(1962), 陈 巧 云 等 (1980) , 刘 维 德 等 (1982 一 


一 一 


本 文 于 1990 年 1 月 收 到 。 
* 本 研究 部 分 工作 得 到 国家 教委 优秀 年 轻 教 师 基 人 金 资 肪 。 


171 


172 忆 虫 学 报 35 埠 


1983) 的 方法 ,用 比 色 法 测定 栈 酶 总 活性 。 以 生成 a- 蔡 酚 的 量 作 为 酶 活性 比 单位 (毫克 分 
子 a- 蔡 酚 / 毫 克 和 蛋白 /分 钟 )。 酯 槛 同 功 酶 活性 测定 参照 Sun 等 (1978) 的 方法 做 垂直 平 
板式 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 沪 。 用 a- 醋酸 蔡 酯 - 固 兰 RR 染色 液 染 色 。 用 透明 塑料 薄膜 制 成 
干 板 后 ,用 上 岛 津 -CS-930 双 波 长 薄 层 扫描 仪 在 450 毫 微米 处 扫描 。 拍 照 扫描 图 , 栖 制 成 相 
应 比例 的 照片 , 据 照 片 绘制 成 图 。 

五 、 乙 栈 胆 奏 酯 酶 AChE) 活性 测定 ” 试 虫 处 理 方法 同 于 酯 酶 活性 测定 。 人 参照 
Elman 等 (1961), 张 壬 午 等 (1983) 的 方法 进行 测定 。 

六 、 几 种 水 解 消 化 酶 活性 测定 ”用 定量 点 滴 川 杯 索 〈3eg/ 片 ) 的 叶 碟 人 饲 喂 试 虫 , 选 
用 10 小 时 内 吃 完 者 参 试 并 喂 以 新 鲜 饲 料 。 分 别 于 取 食 后 24、48 小 时 ( 死 虫 或 近 于 死亡 者 
不 用 ) 用 电 刺 激 法 取得 肠 液 冷 并 备用。 注射 组 (2.5pg/ 头 ) 于 24 小 时 后 用 电 刺 激 法 取 胃 
滚 。 并 取 各 处 理 试 虫 血 淋巴 。 每 处 理 用 试 虫 50 头 以 上 。 测 定 参 考 严 国光 (1982), 能 学 要 
和 届 贤 馈 (1985) ,西北 农业 大 学 (1986) , 喻 冲 云 (1987 ) 的 方法 进行 ， 本 试验 有 所 改动 。 蛋 
白 酶 活性 测定 采用 Folin- 酚 法 《Folin- 乃 浪 为 0.55mol/L NaCcos)， 测 了 本 流水 解 酷 索 成 
酷 气 酸 的 量 ; 栈 活性 单位 为 :微克 酷 扰 酸 / 天 到 熏 白 /1 分钟。 及 6 淀粉 酶 总 活性 测定 采 
用 3.5- 二 硝 节 术 杨 酸 om a ne 性 比 单位 为 ; 毫克 几 什 
糖 /毫克 焉 白 /分 钟 。 脂 肪 酶 活性 测 完 0 缓冲 疫 采 用 Tris-HCI 绿 冲 液 《pH 一 
8 十 01)， 测 宅 梅 疲 . 水 钙 微 向 滑 成 和 王峰 的 斑 ; 聊 活性 比 单位 为 : 微克 分 了 上 菇 站 三 柄 | 
蔓 气 纪 剖 /分 乌 。 

试 对 中 酯 疲 副 角 售 灵 测 定 采 用 Folin 酚 汪 《Lowry 等 ,1951)o 


结 果 


一 、 中 肠 中 多 功能 氧化 酶 MFO) 环 氢 化 作用 测定 结 
用 不 同 剂 时 州 栋 素 饲 咀 幼 虫 ， 并 于 饲 喂 语 NI 多 功能 氧化 酶 的 环 所 
化 活 性 作 了 测定 。 从 测定 结果 ( 见 表 1) 可 以 看 出 , 川 栋 素 对 该 酶 有 了 明显 的 抑制 作用 ,严重 
者 可 拙 制 活性 50% 以 上 。 在 以 1.75 微克 / 头 的 剂 是 处 至 中 ,到 食 后 48 小 时 的 攻 活 性 最 低 。 
随 苛 试 虫 的 恢复 , 酶 活性 也 有 记 回 升 。 在 以 2.5 和 5 往 克 / 头 的 剂量 处 理 中 ,由 于 24 小 时 
后 大 多 数 试 虫 死亡 , 故 只 测 了 取 食 15 小 时 后 的 酶 活性 。 可 以 站 出 , 贿 着 剂 旦 的 天 高 , 酶 活 
并 1 川 社 索 对 菜 青 虫 中 肠 中 MMFO 活性 的 影响 





mm ee eee meee ee ee ep 
到 宜 上 榨 索 后 时 间 。。。 取 亡 吕 狄 拒 剂 转 化 量 下 白 含量 MFO 的 环 氧 化 活性 
《Pmol /mg 蛋白 /分 
(小 时 ) 《Hg/ 冻 ) 《X10 gml 向 小 ) (mg/ml 了 梅 液 ) 钟 ) 

415 5 0.702 6.656 27.702 寸 2.64 

15 2.5 0.686 5.826 30.028 十 2.44 

24 1.75 0.669 5.475 32.080 士 2.68 

48 1.75 0.443 4.409 26.403 士 3.51 

72 1.75 0.561 3.470 42.451 二 4.48 

至 鲜 巡 不 定 0.696 6.038 30.279 士 1.79 

对 由 人 1.557 7 .284 56,144 士 2.13 





色 谥 条 件 ; 柱 1.595 OV17 十 29% QF-1，Chromosorb W DMCS 80-100 目 , 柱 温 194*C， 泊 化 室温 度 
280%, 宏 定 室 C 电 子 捕 芍 ) 浊 度 2500, 经 气 C99.99996) 流 束 45 苦 升 /分 钟 。 
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性 有 所 降低 。 

二 、 乙 酰 胆 碱 酯 酶 〈AChE) 活性 测定 结果 

用 川 本 过 饲 喂 幼 虫 以 后 ,对 其 AChE 活性 测定 结果 列 于 表 2。 可 以 看 出 , 川 棣 索 对 该 
酶 无 明显 影响 。 虽 然 在 几 个 处 理 中 的 酶 活性 表现 出 比 对 照 有 升 高 或 降低 的 现象 ， 但 不 象 
有 机 碰 或 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 那样 可 显 鞠 换 制 AChE 活性 ,这 是 值得 重视 的 。 

三 、 酯 酶 活性 测定 及 其 电泳 图 谱 的 分 析 

(一 ) 比 色 法 测定 酯 酶 总 活性 

用 比 色 法 测定 了 川 栋 素 对 试 虫 血 淋 巴 和 中 肠 组 织 中 酯 酶 总 活性 的 影响 。 结 果 〈 见 表 
2) 表 明 , 取 食 处 理 的 试 虫 血 淋巴 中 酯 酶 活性 基本 上 无 明显 影响 。 但 值得 注意 的 是 ,注射 组 
24 小 时 后 所 测 出 的 血 淋 巴 中 酯 酶 活性 比 对 照 组 增高 了 36.5% 。 以 取 食 48 小 时 后 中 肠 组 
织 的 酶 活性 最 低 , 比 对 照 组 下 降 约 40%。 另 外 ,注射 川 杯 索 于 血 腔 中 ,24 小 时 后 对 中 脑 组 
织 的 酯 酶 活性 仍 有 了 明显 的 抑制 作用 , 比 对 照 组 下 降 了 28.4%。 


表 2 用 川 烘 察 处 理 菜 背 虫 幼 虫 后 畴 酶 和 人 AChE 活性 测定 结果 





醋 了 酶 * AChE** 





处 ”再 中 肠 血 淋 巴 
OD 


(412nm) 





OP 蛋白 浓 妊 OD > 
C6092my | 天 提交 灌 | 比 活力 C600nm) Es 人 


取 食 (24 小 时) 0.096 0.556 0.343 0.097 0.977 0.0966 
取 食 (48 小 时 ) 0.068 0.521 0.263- 0.085 0.895 1.0788 
取 食 (72 小 时》 0.088 0.488 0.347 0.086 0.878 1.1041 
匿 迷 0.090 0.556 0.325 0.094 1.043 0.0789 
注射 (24 小 时 3 0.085 0.569 0.300 0.141 0.944 一 

对 照 0.146 0.689 0.419， | 0.099 1.036 0.0936 





* 每 处 理 取 15 头 试 虫 的 中 肠 及 血 淋 巴 酶 制剂 进行 测定 (4 次 测定 )。 
时 每 处 理 取 25 头 试 虫 头 的 酶 制剂 进行 测定 ( 栏 由 OD 值 为 6 次 测定 平均 数 )。 


(二 ) 醋 酶 司 功 酶 的 电泳 图 谱 分 析 

从 取 食 和 注射 后 24 小 时 试 虫 的 酯 酶 同 功 酶 到 丙 燃 酰胺 凝 胶 电 泳 图 谱 可 以 看 出 ,处理 
组 中 肠 组 织 主 酶 带 〈E,、Ejs) 均 被 抑制 ,注射 组 被 抑制 的 更 为 明显 ,而 且 Ei\E,、Es;、E。 带 
消失 (图 1C)。 在 取 食 处 理 中 ,虽然 主 酶 带 被 抑制 ,而 且 Eo、Bs、Es。 带 消 失 ， 但 E6 带 却 得 
到 明显 加 强 ,在 E 前 还 出 现 了 两 条 新 的 弱 带 ,用 E 和 Eu 〈 图 1A) 表示 。 

血 淋 巴 酯 酶 同 功 酶 电泳 图 谱 《图 2) 表明 ， 取 食 组 同 对 照 组 几乎 无 明显 差异 ,只 是 在 
Es,—E, 闻 出 现 了 一 个 弱 带 (E,), 但 Ew 消失 。 注射 组 的 El\E,\ Es Eee 儿 个 酶 带 均 
得 到 显 落 加 强 ,同时 在 E, 前 还 有 一 条 新 带 (Eb)。 

从 昏迷 组 中 肠 酯 酶 同 功 酶 电泳 器 。 《 3) 可 以 铬 出 ， 主 降 带 Ew 被 显 落 抑制 ， 防 、 
Eo、E4 也 被 明显 抑制 。ELEssEssEsEs 第 冰 失 ,但 EE 却 明 显得 到 加 强 ,而 且 在 EB 前 
还 有 一 条 新 带 〈E,)。 

四 、 几 种 消化 水 解 酶 活性 测定 结果 
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图 2 用 川 不 索 处 再 药 罕 虫 五 牙 幼 中 的 血 进 巴 击 酶 电话 国 谱 和 扫 朱 图 
A, 取信 GpE/ 尖 ) 司 24 小 时 B， 对 Da 《2.558/ 汰 ) 后 24 小 时 


对 用 川 杯 素 处 理 ( 取 食 和 注射 ) 菜 宕 虫 五 瞧 男 由 后 血 淋 巴 和 肠 液 中 的 蛋白 酶 、 淀 粉 酶 
利 脂 访 本 的 活性 作 了 测定 后 发 现 ; 用 所 采 几 的 方法 在 血 淋 巴 中 基本 上 测 不 出 上 述 三 种 了 酶 
的 活 幅 反应 , 肠 液 中 几 种 旺 活 性 测定 结果 见 才 3。 可 以 否 出 ， 取 食 组 试 虫 的 蛋 月 了 酶 活 性 让 
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图 3 用 川 要 素 处 理 而 中 毒 昏 迷 的 菜 青 虫 五 龄 幼虫 中 肠 栈 酶 电泳 图 谱 和 扫描 图 
A, 取 食 昏 迷 组 8. 对 照 组 


胡 3 用 川 醚 素 处 理 菜 青 虫 幼 虫 后 几 种 消化 酶 活性 测定 结果 










酶 液 中 蛋 蛋白 酶 淀粉 酶 脂肪 酶 




























处 理 白 浓度 
酶 液 转 化 
Ce/n 7 | 站 多 朋 比 活力 *** 
(mg/ml7 
到 食 (24 小 时 ) | ， 0.679 0.953 ee 
取 食 (48 小 时 ) 0.635 0.937 
注射 (24 小 时 7) 0.765 0.930 





对 有 照 0.858 1.463 。 。 。 。 6.084 





* 比 活力 为 每 分 钟 每 毫克 蛋白 质 转 化 酪 级 酸 的 微克 数 。 
*# 比 活力 为 每 分 钟 每 穹 克 蛋 白质 转化 网 芽 粘 的 下 克 数 。 
“yy 比 活力 为 每 分 钟 每 赤 克 蛋白 质 分 解 甘 油 三 梧 的 微克 分 子 数 。 


所 降低 ,淀粉 酶 活性 无 明显 变化 ,脂肪 酶 活性 在 取 食 48 小 时 后 测定 反而 有 所 升 高 。 注 射 川 
栋 索 于 试 虫 血 淋巴 (2.5pg/ 头 ) 后 , 肠 液 中 蛋白 酶 活性 明显 降低 ,淀粉 酶 也 有 所 降低 , 而 脂 
肪 酶 没有 变化 。 
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讨 论 

在 研究 川 栋 素 对 菜 青 虫 的 致 毒 机 理 时 , 我 们 普 对 菜 青 虫 五 龄 幼虫 肠 液 pH 入 作 过 测 
定 。 正 常 幼虫 为 9.17, 而 取 食 川 杯 素 后 72 小 时 测定 为 7.82， 昏 迷 组 仅 为 7.32, 可 见 肠 液 
pH 值 起 了 显著 变化 在 酶 促 反 应 中 ,介质 pH 值 是 一 重要 因素 , 肠 液 pH 值 的 变 化 会 影响 
消化 酶 的 活性 。 在 该 研究 中 ,对 各 处 理 组 和 对 照 组 酶 液 均 在 统一 p 王 值 条 件 下 进行 测定 ,一 
般 来 说 ,消化 酶 的 活性 是 比较 稳定 的 ,特别 是 脂肪 酶 活性 更 为 稳定 。 如 果 这 几 种 消化 酶 的 
活性 变化 主要 是 由 pH 变化 而 引起 , 闭 么 将 不 同 处 理 的 覆 液 在 同一 pH 条 件 下 培养 一 定 
时 间 , 其 活性 可 能 会 得 到 一 致 的 结果 而 不 能 测 出 其 真正 活性 。 故 有 必要 在 不 同 肠 液 pH 
环境 下 分 别 测 取 各 处 理 组 和 对 照 组 酶 液 的 水 解 活 性 来 判断 川 栋 索 对 各 酶 系 的 影响 。 

川 栋 素 对 菜 青 虫 幼 虫 酯 酶 活性 的 影响 较为 复杂 , 需 继 续 深 和 人 研究 。 从 了 贾 耳 总 活性 沽 
定 结果 和 了 琵 酶 同 功 酶 电泳 图 谱 可 以 看 出 ,二 省 测定 结果 的 趋势 基本 相同 o 但 从 电泳 图 谱 训 
以 看 出 ,尽管 多 数 酯 酶 回 功 酶 被 抑 制 , 但 也 应 少数 被 加 强 ,同时 还 有 新 的 酶 带 出 现 。 特 强 
是 血 淋 巴 中 问 功 酶 活性 在 注射 川 棣 素 后 多 数 被 明显 加 强 。 曙 然 在 毒 理学 中 注射 法 仅 为 一 
种 研究 手 及 ,但 这 种 现象 是 否 是 川 栋 索 的 诱发 作用 尚福 深入 研究 。 从 整个 测定 结 圈 来 召 ， 
醋 栈 总 话 性 受到 明显 搓 制 ,但 对 出 酶 辐 芒 酶 的 江 响 倍 为 复杂 ,有 必要 对 名 种 回 功 隘 作 讲 一 
东 则 定 和 分 机 。 

用 栋 素 对 解 点 入 和 邓 的 抑制 可 能 是 下 超 某 青虫 中 让 购 一 个 让 荣 则 过。 用 挤 夫 可 抑制 市 
路 中 MFO 及 醒 酶 总 生性 ,虽然 试验 中 只 误 定 了 这 岗 种 酶 系 活 性 作用 中 的 个 别 反 应 下 村 ， 
但 已 可 以 说 明 其 正常 功能 受到 明显 影响 。 MFO 和 了 酯 酶 是 昆虫 体内 的 出 大 重要 解毒 隐 
系 ,对 分 解 外 源 军 物 ,维持 正常 生理 生化 活动 起 着 重要 作用 。 解 毒 酶 系 受到 抑制 后 ， 便 豆 
延长 外 源 忌 物 在 体内 存留 时 间 和 运输 传导 ,并 发 挥 其 毒 效 而 臻 昆虫 中 毒 。 

从 整个 测定 结果 可 以 看 出 ,用 川 栋 泰 处 理 全 青虫 幼虫 后 , 鞭 体 内 的 MEO、 酮 酷 等 解 
囊 酶 系 受 到 抑制 ,蛋白 梅 受到 一 定 影响 。 试 验 中 常 可 观察 到 嘛 形 预 是, 嘛 形 是 及 丙 形 成 虫 
的 现象 有 待 进一步 研究 。 我 们 在 致 毒 方式 研究 中 已 证 实 , 川 棒 素 对 昆虫 无 船 杀 , 黑 谈 作用 
只 有 胃 毒 作用 ， 对 高 等 动物 在 高 剂量 下 (口服 ) 也 只 对 骨 粘 膜 等 组 织 有 破 环 作用 及 表现 出 
肌 无 力 现象 (赵普 欢 等 ,1987)。 本 研究 已 证 明川 栋 素 对 AChE 无 明显 活性 ， 所 以 对 人 畜 
无 急性 神经 中 性 可 能 。 这 些 均 初步 表明 ,这 一 天 然 产物 不 但 本 身 可 作为 一 种 杀 颗 衣 , 而 且 
和 其 它 杀 虫 物 质 混 用 可 以 发 挥 增 涩 ,协同 作用 。 川 棣 索 对 害虫 专 一 性 强 , 对 环境 、 天 政 、 人 
窗 匀 为 安全 ,将 来 育 可 能 作为 一 种 锋芒 杀 虫 齐 而 服务 于 农业 生产 。 
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EFFECTS OF TOOSENDANIN ON SEVERAL ENZYME SYSTEMS OF ; 
THE CABBAGE WORM PIERIS RAPAE L. 


ZHANG XING 
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CHru SHIN-FooN 
(Sourh-China Agriculiural University, Guanpgshou 510642) 


The activities of several enzyme systems of the fifth instar larvae of cabbage worm Pieris 
rapace L. treated with toosendanin, a botanical material from the bark of chinaberry (Melia to0~ 
sendan and M. azedarach), were investigated. The results indicated that the activities of ace- 
tylcholinesterase, or and B-amylase and lipase did not show obvious changes. But the activiry of 
‘mixed-function oxidases in the midgut of the larvae Was decreased by 50% after 48 hr feeding 
with toosendanin. The activities of esterases in hemolymph did not change but marked decrease 
was found in the midgut. Thus the detoxicification enzyme systems in the midgut was inhibi- 
ted and further toxic reaction of toosendanin could take place. In addition, the activity of 
proteinase in midgut was also inhibited after feeding or injecting with toosendanin into the 


hemococle. 





esteras~— 
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